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摘要 :食性 研究 是 动物 生态 学 颇 受 关注 的 一 个 重要 内 容 , 而 食性 分 析 方 法 由 于 受到 技术 和 适用 邦 围 的 限制 也 在 不 断 改 进 和 更 
新 。 随 着 高 通 量 测序 技术 的 发 展 ,该 技术 逐渐 扩展 到 野生 动物 的 食性 分 析 , 使 食性 分 析 的 效率 得 到 极 大 提升 ,并 拓宽 了 食性 分 
析 的 应 用 范围 。 尽 管 高 通 量 测序 应 用 于 食性 分 析 在 数据 量 .灵敏 度 和 分 辩 率 方面 的 优势 较为 明显 ;但 由 于 涉及 到 的 步 又 较 多 ， 
受到 的 影响 因素 较为 复杂 ,目前 高 通 量 测 序 应 用 于 食性 分 析 还 属于 研究 比较 薄弱 的 领域 。 概 述 了 高 通 量 测序 技术 应 用 于 食性 
分 析 的 基本 流程 ,总 结 了 该 技术 在 食物 组 成 分 析 、 种 内 和 种 间 食 性 关系 、 食 物 与 栖息 地 \ 行 为 关系 方面 的 研究 动态 ,分 析 了 PCR、 
污染 和 定量 分 析 对 该 技术 应 用 性 的 影响 ,提出 了 相应 的 解决 对 策 和 建议 ,并 对 其 应 用 前 景 进行 了 展望 。 
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Abstract; Diet related studies are critical in animal. ecology, and diet analysis methods have been continuously improved 
and updated due to technical and application limitations of the different methods. The high-throughput sequencing ( HTS) 
technique is being used to investigate the diets of wildlife. This use has greatly improved the efficiency and broadened the 
range of its application to diet analysis. HTS has obvious advantages of improved dataset analysis, sensitivity, and 
resolution, but HTS-based diet analysis is still a weak research field because it involves many different steps and is 
influenced by complex factors. In this study, we summarize the general strategies adopted for diet analysis using HTS, 
review the current progress of this technique in analyzing diet components, and elucidate the intra-specific and inter-specific 
dietary relationship and the relationship between food resources and habitat and behavior. Then the influences of PCR bias, 
contamination, and quantitative analysis on accurate diet analysis are discussed. Ways to improve the technique are 


proposed, as are the prospects for the future application of this method. 
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食性 研究 是 动物 生态 学 的 重要 内 容 之 一 ,是 了 解 动物 与 环境 关系 及 捕食 者 与 猎物 关系 的 前 提 , 同 时 也 是 
构建 栖息 地 选择 和 利用 模型 探讨 取 食 对 策 和 营养 流动 评估 物种 生存 状况 和 生态 系统 功能 等 热点 问题 的 基 
fili 7* 。 食 性 分 析 方法 的 准确 性 和 精确 性 直接 关系 到 食性 相关 理论 的 探索 ,同时 也 关乎 食性 结果 应 用 于 动物 
保护 的 实践 。 人 研究 者 对 食性 相关 问题 的 研究 越 来 越 深 入 ,食性 分 析 方 法 也 在 不 断 改 进 和 更 新 。 传 统 食性 方 
法 ,大 多 基于 形态 学 鉴定 .光谱 结构 差异 或 同位 素 原 理 ,解决 了 很 多 与 食性 相关 的 生态 学 问题 ,但 由 于 受到 技 
术 和 适用 范围 的 限制 ,这 些 方法 还 存在 一 些 不 足 ( 表 1)。 


R1 各 种 食性 分 析 方 法 的 分 析 依 据 、 优 劣 及 适用 范围 的 比较 


Table 1 The comparision of different diet analysis methods in analysis basis, advantages and disadvantages, and application range 


适用 /不 适用 范围 
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随 着 高 通 量 测序 技术 的 发 展 ,该 拉 术 逐渐 扩展 到 野生 动物 的 食性 分 析 , 相 关 人 研究 也 在 增多 。 高 通 量 测序 
技术 由 于 具有 灵敏 度 高 和 数据 通 量 大 的 特点 ,能 在 一 个 测序 平台 产生 上 百 万 条 reads ,其 高 效 性 特别 受到 研究 
者 的 青睐 (K 1)。 男 外 ,对 于 PCR 来 说 ,短片 段 的 效率 要 高 uda MRETI EE m (E 、 食 团 或 胃 容 物 
等 ) ,都 存在 不 同 程度 的 降解 , 较 适 宜 短片 段 扩 增 ,这 意味 着 ,高 通 量 测 序 的 读 长 范围 非常 适合 食性 分 析 (K 
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1) ;高 通 量 测序 以 其 高 灵敏 性 ,能 捕获 频次 较 低 的 DNA 序列 ,表明 少见 取 食 的 食物 DNA 也 能 被 检测 到 ;高 通 
量 测序 产生 的 DNA 序列 ,通过 与 数据 库 比 对 ,可 将 食物 的 分 类 精确 到 种 级 别 分 类 单元 ,准确 性 高 ( 表 1) ; 基 
于 DNA 序列 数 ,还 可 判断 动物 对 食物 取 食 的 相对 量 和 偏好 。 尺 管 高 通 量 测序 的 优势 较为 明显 ,但 由 于 涉及 到 
的 步 又 较 多 ,受到 的 影响 因 系 较为 复 森 ,目前 高 通 量 测序 应 用 于 食性 分 析 还 属于 人 研究 比较 薄弱 的 领域 。 本 文 
就 高通 量 测序 技术 应 用 于 野生 动物 食性 分 析 进 行 方法 概述 ,总 结 相关 人 研究 动态 ,评述 存在 的 问题 ,并 展望 应 用 


a 


H, 
KJS o 


1 #12 DNA 和 高 通 量 测序 用 于 食性 分 析 的 流程 


基于 高 通 量 测 序 分 析 动 物 食性 的 基本 流程 是 :提取 食性 样品 中 食物 残渣 的 DNA 一 选择 兼备 高 通用 性 和 
高 分 辩 率 的 DNA 条 形 码 引物 一 PCR 扩 增 (引物 可 加 相应 的 窒 核 苷 酸 标签 ) 一 高 通 量 扩 增 子 测序 一 获得 DNA 
序列 一 生物 信息 学 分 析 ( 序 列 筛选 . 比 对 判定) 一 判断 食性 样品 中 各 个 DNA 序列 所 对 应 的 食物 种 类 。 

1.1 样品 采集 、 保 存 和 DNA 提取 

目前 高 通 量 测序 用 于 食性 分 析 的 研究 中 , 绝 大 多 数 以 凑 便 作为 样品 ,有 少数 几 项 分 析 员 齿 动 物 和 蝗虫 食 
性 的 研究 采用 胃 内 容 物 ”i ,还 有 一 些 研 究 鸟 类 食性 的 ,除了 用 凑 便 外 ,还 采用 食 团 ” 。 凌 便 是 特别 适宜 于 
研究 野生 动物 尤其 是 珍稀 濒危 动物 的 非 损 伤 性 样品 ,通过 不 同 的 提取 方法 ,可 从 凑 便 中 提取 出 目标 动物 
DNA .食物 DNA .微生物 DNA 寄生 虫 DNA“”!。 镀 便 的 新 鲜 程度 是 决定 凑 便 DNA 质量 的 关键 ,直接 影响 DNA 
提取 、PCR 和 测序 的 效果 。 烘 便 DNA AY Jot ih 5 26 f BO Ae Bp 2S, BOR 8 (2S EK FE B X ERE) 的 中 心 、 
中 层 和 外 皮 进 行 混合 ,能 显著 提高 检 出 率 ,尤其 是 摄食 量 较 少 的 食物 。 在 取样 数量 方面 , Erickson 等 对 同 
— AS 2 (E FE m , BORE 3 次 分 别 进 行 高 通 量 测序 ,发 现 样品 内 差异 显著 小 于 样品 间 差 异 ,表明 没有 必要 对 同一 份 
凑 便 样品 重复 取样 。 

JE RE TET ERI DNA 提取 方法 ,以 及 二 者 的 交互 作用 ,决定 着 所 采集 类 便 中 食物 残 酒 DNA 的 质量 。 保 
存 方法 和 提取 方法 对 分 子 标 记 用 于 保护 遗传 学 研究 的 影响 已 有 很 多 ,但 对 食性 分 析 的 影响 ,目前 还 未 见 到 
相关 研究 。 在 食性 分 析 中 , 常用 的 凌 便 保存 方法 有 硅胶 干燥 法 ( 嘴 此 类” ; 棕熊 ) 缓冲 液 保存 法 ( 蜥 
4 751) 乙醇 法 (蝙蝠 ) ,冷冻 法 ( 蝙 蝙 ; BLU ; 海豹” | 大 欧 ” ) 等 ,也 有 采用 两 步 保存 法 的 ,如 乙醇 
和 冷冻 保存 (蝙蝠) ,乙醇 和 硅胶 保存 ( 豹 猫 -”!)。 研 究 者 还 需 综合 考虑 保存 方法 在 野外 的 可 行 性 ,以 及 运 
输 的 便利 性 。 

FEE DNA 提取 方法 大 多 采用 较为 稼 用 的 商业 化 准 便 DNA 提取 试剂 盒 ,文献 中 以 QIAamp DNA Stool Mini 
Kit 最 为 常见 ,但 也 有 例外 '*”1。 研究 表明 ,QIAamp DNA Stool Mini Kit 中 的 inhibitex 含有 马铃薯 吸附 剂 ,可 能 
会 在 DNA 提取 时 混 大 ,导致 马 铃 苗 出 现在 本 不 取 食 马 铃 慕 的 动物 的 食谱 中 ,因此 ,在 分 析 植 食性 动物 的 食性 
时 尽 可 能 避免 使 用 这 种 试剂 盒 '*。MoBio , Epicentre, H Qiagen Hg 35 fd DNA ERANA, HE) Ya GS 
(Corvus corone) 食性 分 析 土 效果 均 不 如 CTAB 提取 法 I. feu d WS ( Sialia mexicana) WIZE DNA 用 作 
高 通 量 测序 时 ;QIAamp DNA Stool Mini Kit 的 提取 效率 显著 低 于 Zymo Soil/Fecal DNA MiniPrep Kit^^ 。 在 选 
择 凌 便 DNA 提取 方法 时 ,文献 中 食性 相近 的 物种 可 作为 参考 ,但 还 需 研 究 者 摸索 出 适宜 的 方法 。 

1.3. PCR 扩 增 和 高 通 量 测序 

动物 食性 一 般 可 分 为 动物 性 食物 .植物 性 食物 和 杂食 性 。 从 食性 分 析 样 品 中 提取 的 DNA 

一 般 存在 一 定 程度 的 降解 ,长 度 过 长 的 DNA 条 形 码 在 PCR 扩 增 时 效果 欠 佳 ,长 度 过 短 PCR 效果 好 但 分 
辩 率 又 会 下 降 。 因 此 ,高 通 量 测序 技术 应 用 于 食性 分 析 , 需 要 结合 DNA 条 形 码 的 特性 和 动物 总 体 食性 特征 ， 
不 同 的 食性 特征 要 求 选 择 不 同 的 DNA AB fiu n E ZR JE RU ( metabarcoding) (3€ 2) , 

高 通 量 测序 应 用 于 食性 分 析 , 其 最 大 的 优势 是 可 将 多 个 PCR 产物 混合 起 来 ,在 一 个 测序 反应 中 得 到 巨 量 
数据 。 通 过 对 引物 两 端 加 上 相应 的 寡 核 苷 酸 标 签 , 待 测序 结束 后 ,在 数据 分 析 过 程 中 可 根据 标签 对 应 到 个 体 。 
窒 核 苷 酸 多 聚 体 的 碱 基数 取决 于 混 样 个 体 数 ,样品 越 多 ,多 聚 体 碱 基数 越 多 ,但 过 多 会 影响 PCR 效 率 。 一 般 
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采用 八 聚 体 , 且 八 聚 体 间 差 异 应 大 于 5, 即 可 满足 要 求 ”。 将 PCR 产物 等 量 混合 ,构建 扩 增 子 文库 ,进行 高 通 
量 测序 。 如 何 筛选 高 通 量 测序 得 到 序列 ,直接 关乎 后 续 数 据 的 处 理 。 在 此 ,主要 考虑 PCR 和 高 通 量 测序 产生 
的 宛 余 序 列 ,可 通过 相应 的 程序 予以 筛选 和 剔除 。 
1.3 ”构建 本 地 潜在 食 源 DNA 条 形 码 数据 库 

通过 高 通 量 测序 平台 产生 的 序列 需要 与 数据 库 进 行 比 对 ,才能 判断 DNA. 序列 对 应 的 食物 种 属 “' 。 由 于 
动物 和 植物 的 地 理 分 布 存在 很 大 差异 ,公共 数据 库 (NCBI, EMBL, DDBJ) 仅 收录 了 研究 者 上 传 的 局 部 范围 内 
的 部 分 DNA 条 形 码 ,还 远 远 无 法 满足 食性 分 析 研究 者 的 需求 。 另 外 ,DNA 条 形 码 的 种 类 繁多 , 分辨 率 也 存 
在 差异 。 根 据 动物 的 食性 , 需 选 择 不 同 的 DNA 条 形 码 或 DNA 条 形 码 组 合 ,但 公共 数据 库 如 果 缺 乏 这 种 DNA 
条 形 码 数据 ,将 会 降低 食性 分 析 的 分 类 精度 ,进而 影响 食性 结果 用 于 濒危 动物 保护 生物 学 实践 。 这 就 要 求人 研 
究 者 需 根据 研究 目的 构建 基于 所 选 DNA 条 形 码 的 全 部 本 地 潜在 食 源 DNA. 条 形 码 数据 库 。 

构建 本 地 DNA 条 形 码 的 步骤 ;(1) 根据 目标 动物 的 活动 区 域 疯 食 区 域 ,采集 潜在 食 源 的 组 织 材料 , 辅 以 
分 类 学 家 的 形态 学 鉴定 ,从 物种 水 平 确定 食 源 种 属 ; (2) 对 采集 的 食 源 组 织 材料 ;提取 DNA ,基于 食性 分 析 时 
所 选择 的 DNA 条 形 码 ,合成 相应 引物 ,进行 PCR 扩 增 ;(3) 通过 Sanger 测序 ,构建 本 地 潜在 食 源 DNA 条 形 码 
数据 库 , 供 后 续 高 通 量 测序 得 出 的 DNA 序列 进行 比 对 。 通 过 构建 本 地 数据 库 或 者 增加 -DNA 条 形 码 的 种 类 ， 
能 在 一 定 程 度 上 提升 分 辨 率 ,以 分 析 植 食性 动物 为 例 ,构建 peE 库 可 使 序列 鉴定 到 种 水 平 的 比例 达 
72% ” 。 而 未 构建 地 方 数据 库 ,鉴定 到 种 的 比例 显著 降低 ,如 在 比 对 蝙蝠 食性 的 高 通 量 数据 时 , 仅 有 4% 一 
20% 的 序列 能 够 鉴定 到 种 或 属 水 平 ” 。 更 为 重要 的 是 ,本 地 DNA 条形码 库 本 身 就 可 直接 用 于 生物 多 样 性 的 
评估 和 监测 ” 。 
1.4 高 通 量 测 序数 据 分 析 

在 与 建立 的 本 地 数据 库 和 公共 数据 库 进 行 比 对 时 ,通过 序列 相似 性 判断 序列 的 物种 归属 ,但 国 值 的 设 定 
目前 仍然 存在 争议 。 一 部 分 研究 者 采用 宽松 的 相似 性 闵 值 来 判定 种 分 类 阶 元 ,如 采用 97% ,或 采用 更 为 
T3 B5 BJE , AH] 9996 R 100967 ,也 有 的 建议 根据 不 同 的 DNA. 条 形 码 和 研究 目的 ,采用 不 同 的 阐 
值 ”。 对 于 一 些 未 构建 本 地 数据 库 的 研究 ;在 后 续 分 类 归属 阶段 ,虽然 可 以 采取 聚 类 方法 ,通过 分 子 可 操作 
单位 ( MOTU Molecular operational taxonomic units) 完成 食物 组 成 的 差异 分 析 , 但 总 体 来 说 ,构建 地 方 数 据 库 将 
有 助 于 提高 序列 的 分 类 归属 ,明确 物种 具体 取 食 哪 种 食物 ,也 能 推动 食性 研究 结果 应 用 于 物种 的 保护 
KR, 


2 食性 分 析 的 应 用 进展 


2.1 食物 组 成 分 析 

食性 研究 中 ,首先 需要 确定 动物 的 食物 组 成 。 通 过 高 通 量 测序 ,食物 被 鉴定 出 的 种 类 和 比例 是 形态 学 鉴 
定 无 法 相 比 的 。Egeter 等 :利用 高 通 量 测 序 技 术 对 褐 家 鼠 (Raiiaus norvegicus ) ,/|NBR ( Mus musculus ) 和 普通 刺 
TH ( Erinaceus europaeus) 摄食 蛙 的 种 类 进行 研究 ,发 现 与 形态 学 显 微 分 析 相 比 ,高 通 量 测序 技术 将 骨 内 容 物 中 
蛙 的 检测 率 从 2% 提升 到 70% , 将 数 便 中 峙 的 检测 率 从 0 提升 到 53%。 江 人 允 中 等 ”分 析 了 褐 河 乌 
( Cincluspallasii Temminck) 的 食性 ,发 现 食 物 组 成 涵盖 6 目 8 科 11 属 ,其 中 以 家 晶 科 黑 晶 属 (Opjyra ) HH, 
但 由 于 没有 构建 本 地 数据 库 , 近 50% 的 序列 无 法 鉴定 。Brown 等 研究 了 奥地利 滑 蛇 ( Coronella austriaca) , 
首次 发 现 一 些小 型 哺乳 动物 也 是 蛇 的 主要 食物 。Leray 等 利用 高 通 量 测序 分 析 了 3 种 鱼 的 食物 组 成 ,检测 
到 292 个 可 操作 分 类 单元 (Operational taxanomic units, OTUs) ,其 中 51% 可 鉴定 到 种 水 平 , 男 外 26% 可 鉴定 到 
属 水 平 。 高 通 量 测 序 甚至 还 用 于 无 脊椎 动物 的 食性 ,Hambick 等 '% 通 过 高 通 量 测序 技术 鉴定 了 542 HR 
胃 内 容 物 的 DNA 组 成 ,发 现 了 223 个 OTUs, FEHR 99 个 可 鉴定 到 种 水 平 。 
2.2 食物 对 种 内 和 种 间 关 系 的 影响 

食物 是 动物 生存 和 繁殖 所 需 能 量 和 营养 的 来 源 , 食 物 关 系 则 反映 了 物种 间 的 基本 关系 。 
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f TEC TETUR ze, pA dn BARES Sake se Ft, nTRÉ WEE h A 8] BY ARX R RIPE BIAIS I8] FJ it 
境 、 取 食 不 同 的 食物 或 者 在 不 同 的 时 间 吏 食 , 以 满足 能 量 和 营养 需求 ”“” 。 食物 因子 在 物种 共存 和 物种 竞争 中 
发 挥 着 重要 作用 ,而 研究 食性 是 探 明 食物 选择 机 制 的 前 提 。 对 于 同一 物种 ,由 于 雌雄 个 体 承担 的 繁殖 任务 
不 同 可 能 表现 出 性 别 差异 ,甚至 由 于 个 性 因素 而 表现 出 食性 的 个 体 差 异 “”。Lopes 等 ”通过 高 通 量 测序 分 
析 和 比较 了 两 种 李 鼠 的 食物 组 成 ,发 现 二 者 食性 相差 显著 ,但 由 于 未 进行 季 市 性 比较 ,不 排除 在 高 能 量 需 求 条 
件 下 ,如 繁殖 季节 ,二 者 存在 食物 重奏 或 部 分 重 麦 的 可 能 。Soininen 等 比较 了 分 布 于 北极 的 两 种 旅 鼠 的 冬 
季 食 性 ,结合 高 通 量 数 据 和 食物 资源 调查 数据 ,发 现 两 种 旅 鼠 食物 组 成 高 度 重 王 ,但 是 该 地 区 丰富 的 食物 能 够 
满足 需求 ,因此 种 间 苋 争 并 不 明显 。 

食性 研究 为 研究 行踪 隐秘 的 物种 与 资源 之 间 的 关系 提供 了 新 的 手段 ,有 助 于 揭示 物种 共存 和 食物 重 倒 的 
机 制 。 来 目 蝙 蝠 的 高 通 量 测序 食性 研究 表明 , 同 域 分 布 的 两 种 形态 相近 的 近 绿 食 虫 蝙蝠 ,在 主要 食物 赴 表 现 
出 高 度 重 全 ,但 在 各 自 的 专 性 食物 上 却 相互 分 开 , 证 实 了 食物 资源 分 配 是 物种 共存 的 机 制 "。Burgar 等 
随后 利用 高 通 量 测序 又 分 析 了 男 外 3 种 食 忠 蝙 晤 的 食性 ,发 现 蝙 蝙 间 形 态 学 差异 越 大 ,在 资源 利用 方面 表现 
出 更 显著 的 异 质 性 ,而 且 这 种 异 质 性 与 生长 发 育 阶段 和 性 别 有 关 。 
2.3 食性 与 行为 关系 

动物 是 否 迁徙 、 何 时 迁徙 以 及 迁徙 到 何 处 , 除 受 遗传 因素 控制 外 ,环境 因子 如 食物 也 起 到 了 重要 作用 。 
迁徙 过 程 对 能 量 需 求 非常 高 ,动物 通过 生理 行为 和 食性 变化 以 适应 环境 的 改变 。 凑 便 组 织 显 微 鉴定 发 现 纳 
ECAAE ( Pipistrellus nathusii ) 在 秋季 迁徙 期 和 夏季 居留 期 食性 相似 度 较 高 ,但 分 状 率 更 高 的 高 通 量 测序 结果 则 
显示 这 两 个 时 期 的 食性 差异 较 大 ,夏季 以 森林 昆虫 为 主 ,而 秋季 则 以 湿地 昆 忠 为 主 , 纳 氏 伏 弃 采取 了 不 同 的 殉 
食 策略 以 适应 当地 的 食物 资源 变化 “i。 鸟 类 迁徙 前 钨 ,通常 会 高 效 地 补充 能 量 和 营养 物质 , Bounas 和 
Sotiropoulos Fit JIVE ( Falco naumanni) 的 研究 证 实 了 这 种 兖 食 策略 , 即 黄 爪 储 通 过 食谱 变 罕 EE 
和 摄取 能 量 更 高 的 下 九 目 动物 来 为 迁徙 做 准备 。 

随 着 高 通 量 测序 技术 运用 于 食性 研究 ,食性 分 析 的 精度 得 以 提高 ,食性 定量 分 析 的 准确 性 显著 上 升 ,也 对 
一 些 通过 行为 学 观察 或 形态 学 鉴定 手段 建立 的 食性 理论 提出 了 挑战 。 最 佳 砚 食 理论 认为 , 专 食性 动物 在 遇 到 
食物 资源 减少 的 情况 时 ,会 转向 进食 一 些 之 前 不 喜 选 择 的 食物 ,转变 为 泛 食 性 物种 。 但 是 ,对 水 鼠 耳 晤 
(Myotis daubentonii) 的 食性 分 析 发 现 ,即使 在 冬眠 前 能 量 需求 大 食物 可 获得 性 变 小 的 条 件 下 ,也 未 表现 出 食 
谱 拓宽 的 迹象 ,表明 水 鼠 耳 蝙 对 食物 的 选择 偏好 不 受 时 空 限制 沾 。 具 有 性 二 型 特征 的 物种 ,一 般 在 食物 资源 
利用 上 表现 出 性 别 差 异 ;下 artzinel 和 Pringle”! 利用 高 通 量 测序 技术 分 析 了 沙 氏 变色 蜥 (Anolis sagrei ) 的 食性 
发 现 肉 性 个 体 的 食物 多 样 性 高 于 雄性 。 
2.4 捕食 者 -猎物 -环境 关系 

栖 姑 地 为 动物 提供 了 所 需 的 食物 资源 ,独特 的 生态 环境 可 能 进化 出 了 特异 的 食物 选择 行为 ,同时 栖 上 县 地 
的 变化 也 会 导 笃 食物 可 获得 性 和 食物 多 样 性 的 变化 。 食 性 与 栖息 地 关系 的 研究 为 了 解 动物 的 疯 食 策略 和 栖 
恩 地 选择 提供 了 依据 ,高 通 量 测序 技术 能 在 较 大 的 空间 尺度 上 高 效 地 分 析 不 同 栖息 地 动物 的 食性 。Clare 
d TLF ST 388 EM F3. EA [e] APER, Ha E Bt Eg ( Myotis lucifugus ) 的 食性 ,结果 表明 .; 受 污染 较 轻 栖息 地 
内 的 蝙蝠 食物 较 丰 富 ,提出 了 蝙蝠 的 食物 质量 可 作为 评价 环境 质量 的 一 个 指标 。Trevelline 等 “对 路 易 斯 安 
JBZK AS ( Parkesia motacilla) 通过 高 通 量 测序 技术 进行 食性 分 析 , 发现 水 力 食 物 中 陆 生 昆虫 占 比 很 大 ,改变 了 
之 前 认为 水 转 偏 好 污染 水 生 环 境 中 的 昆虫 的 观点 。 

捕食 者 .猎物 和 环境 间 的 关系 和 相互 作用 ,一 直 以 来 是 生态 学 家 关注 的 方向 。 食 草 动 物 可 能 与 日 然 植 物 
群落 的 形成 和 分 布 关 系 密切 ,甚至 对 外 来 和 侵 植物 也 有 影响 。Frickson 等 通过 高 通 量 测序 技术 分 析 了 白 
FE JE ( Odocoileus virginianus ) 对 本 地 植物 和 外 来 和 人 侵 植 物 的 取 食 偏好 ,发 现 白 尾 鹿 选择 本 地 植物 作为 主要 食 
物 , 并 在 一 定 程度 上 促进 了 外 来 人 侵 植物 的 扩张 。Khanam 等 …” 分析 了 3 种 路 齿 动物 的 食性 ,掌握 了 它们 觅 
食 植 物 和 无 疹 椎 动物 的 种 类 ,为 鼠 害 的 生物 防 控 提供 了 科学 依据 。 
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3 ”高 通 量 测序 用 于 食性 分 析 的 影响 因素 和 展望 


3.1 PCR 影响 

在 食性 相关 的 实验 研究 和 理论 研究 中 ,高 通 量 测序 技术 应 用 越 来 越 普 遍 , 但 也 存在 一 些 不 容 忽 视 的 局 限 
性 和 不 确定 性 "”。 高 通 量 测序 技术 应 用 于 食性 分 析 主 要 是 基于 扩 增 子 测序 ,模板 DNA. 的 质量 .PCR 和 高 
通 量 测序 技术 本 身 均 会 单独 或 交互 影响 最 终结 果 。 无 论 是 以 凌 便 还 是 以 胃 内 容 物 和 食 团 作为 样品 ,从 中 提取 
的 DNA 均 存 在 不 同 程度 的 降解 ,并 含有 PCR 抑制 剂 , 均 对 PCR 扩 增 效率 和 正确 率 产 生 不 利 影响 -人 另外 ， 
为 了 节约 成 本 ,在 引物 上 加 上 区 分 个 体 的 标签 ,也 会 造成 PCR f ROI Az^ EC 5 PCR 阶段 的 误差 ,传递 到 高 通 
量 测序 过 程 , 还 会 被 放大 ,进一步 影响 最 终结 果 。 样 品 DNA 中 不 同 DNA 片段 ,如 果 PCR 效率 相差 2%, NUH 
致 在 35 个 循环 后 PCR 产物 拷贝 数 相 差 30%171 。 

鉴于 高 通 量 测序 具有 能 够 在 一 个 测序 反应 中 实现 同时 测定 不 同类 型 食物 DNA 的 特点 ,即将 动物 和 植物 
的 DNA 条 形 码 置 于 复合 PCR PHARE DNA 条 形 码 , 极 大 提高 了 测序 效率 ,降低 本 测序 成 本 。 比 如 ,De Barba 
等 . 引 开 发 了 一 种 基于 宏 DNA 条 形 码 的 非 损 伤 性 食性 分 析 方 法 ,对 棕熊 (-Ursus arctos) 的 食性 进行 全 面 分 析 ， 
定量 分 析 了 棕熊 食谱 中 疹 椎 动物 .无 疹 椎 动物 和 植物 所 占 的 比例 。 但 是 ,动物 和 植物 DNA. 条 形 码 的 引物 在 
PCR 时 ,其 扩 增 效率 是 不 一 致 的 , 扩 增 效率 高 的 很 可 能 抑制 扩 增 效率 低 的 ;导致 PCR 受 到 抑制 的 食物 被 低估 。 
因此 ,在 高 通 量 测序 应 用 于 杂食 动物 进行 复合 PCR 时 ,很 有 必要 设置 阳性 对 照 和 重复 。 
3.20 ”污染 影响 

污染 是 高 通 量 测 序 应 用 于 食性 分 析 一 个 不 可 忽视 的 误差 来 源 。 在 采样 ;样品 处 理 和 PCR 环节 ,如 果 存 在 
污染 ,会 在 测序 过 程 被 灵敏 度 非常 高 的 高 通 量 测序 平台 捕获 ;导致 食物 多 样 性 被 高 估 或 影响 食性 差异 分 析 结 
果 , 比 如 ,在 分 析 埃 及 狂 ( Herpestes ichneumon ) 食 物 的 高 通 量 数 据 时 ,就 发 现 样 品 间 存 在 交叉 感染 。 还 有 一 
个 污染 来 源 属于 生态 型 , 即 动 物 在 疯 食 食物 后 ,被 更 高 级 别 的 捕食 者 取 食 ,在 分 析 更 高 级 别 捕食 者 食性 时 ,就 
不 可 避免 引入 污染 ,这 在 食性 分 析 中 也 是 需要 特别 注意 的 问题 ,但 目前 还 没有 相关 研究 评估 这 种 二 次 污染 
的 影响 。 因 此 ,在 分 析 复 杂食 物 链 结构 中 的 物种 时 ; 需 特别 注意 二 次 污染 的 影响 。 另 外 ,在 分 析 食 肉 动 
物 的 食性 时 ,使 用 的 DNA 条 形 码 很 可 能 同时 将 目标 动物 的 相应 片段 扩 增 出 来 ,对 后 续 高 通 量 测序 形成 干扰 和 
占用 测序 资源 ,通过 设计 blocking oligo 可 阻 断 引物 与 捕食 者 的 模板 DNA HA? | 
3.3 ”定量 分 析 

相对 于 食物 种 类 和 食物 多 样 性 ;动物 摄取 某 种 食物 所 占 比 例 以 及 对 食物 的 偏好 选择 ,是 研究 者 更 为 关注 
的 问题 。 基 于 高 通 量 测序 得 出 食物 DNA 的 序列 数 ,是 否定 量 反 映 了 食物 被 摄取 的 量 和 比例 ,目前 仍然 存在 争 
DU 。 高 通 量 测 序 产 生 的 DNA 序列 数 较 多 的 食物 ,有 可 能 被 偶尔 摄食 ,而 序列 数 少 的 却 有 可 能 是 主要 食物 
或 喜好 食物 1。 造成 这 种 偏差 的 原因 包括 生物 因素 和 技术 因素 ,生物 因素 : 同 种 食物 中 不 同 细胞 的 DNA. 15 
贝 数 存在 差异 ,食物 不 同 组 织 所 含 细胞 数 不 同 .动物 对 每 种 食物 的 消化 率 等 ;技术 因素 :对 不 同 食物 DNA 模板 
的 PCR 扩 增 效率 差异 引物 标签 引入 的 误差 .PCR 扩 增 可 能 发 生 错 配 测序 方向 、 宛 余数 据 剔除 参数 设置 等 。 
这 些 因 素 对 食性 数据 的 定量 化 , 带 来 较 大 困扰 。 比 如 ,通过 企鹅 被 喂食 4 种鱼 的 控制 实验 发 现 , 高 通 量 测序 数 
据 与 平行 进行 的 定量 PCR 所 得 数据 一 致 ,表明 高 通 量 测序 的 序列 数 可 定量 反映 摄食 量 , 即 DNA 序列 数 高 的 
食物 ， 被 摄食 越 多 '" 。 然 而 ,有 关 港 海豹 (Phoca vitulina ) WIRE H ,喂食 鱼 的 比例 与 高 通 量 测序 得 出 的 序 
列 数 比例 并 不 相符 。 

既然 基于 扩 增 子 测序 的 食性 分 析 还 存在 不 足 , 怎 样 才能 让 高 通 量 测序 技术 数据 在 定性 和 定量 上 可 靠 而 又 
可 信 呢 ? 在 同一 个 研究 中 ,除了 进行 高 通 量 测序 外 ,平行 开展 另 一 种 食性 分 析 方 法 是 验证 数据 准确 性 的 有 效 
途径 。Srivathsan 等 采用 全 基因 组 shotgun 方法 定量 分 析 了 白 辟 叶 猴 ( Pygathrix nemaeus ) 的 食性 ,该 方法 不 
需要 PCR, 发现 全 基因 组 法 比 扩 增 子 测序 得 出 了 更 高 的 食物 多 样 性 ,但 通过 比较 分 析 , 也 验证 了 扩 增 子 测序 
法 在 相对 定量 上 是 可 信 的 。 值 得 注意 的 是 ,有 关 白 尾 亨 ( Odocoileus virginianus ) 的 研究 却 发 现 全 基因 组 法 得 出 
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的 食物 多 样 性 明显 偏 低 , 大 部 分 序列 为 微生物 ,相反 扩 增 子 测序 法 准确 性 更 高 ”|。 

采用 高 通 量 测序 技术 分 析 食 性 ,其 数据 量 和 将 食物 鉴定 到 种 水 平 的 特点 ,是 其 他 食性 分 析 方 法 所 不 具备 
的 。 由 于 该 技术 应 用 于 食性 分 析 才 刚刚 兴起 ,一 些 技术 细节 和 影 响 因素 仍 需 注意 。 随 着 高 通 量 测序 技术 逐渐 
成 熟 和 稳定 ,以 及 人 研究 者 对 误差 因素 的 重视 和 控制 ,该 技术 将 得 到 更 广泛 和 更 深入 的 应 用 。 目 前 ,世界 上 绝 大 
多 数 动 物 的 食性 ,现在 还 处 于 较为 粗略 的 定性 描述 阶段 , 随 着 高 通 量 测序 拉 术 成 本 降低 ,期 等 更 多 的 动物 学 家 
利用 该 技术 分 析 食性 ,整合 食性 结果 去 解释 一 些 更 加 复杂 但 又 富有 意义 的 问题 ,比如 ,探讨 动物 对 植物 的 采 食 
与 植物 授粉 和 种 子 扩散 生态 过 程 的 关系 ,确定 哪些 植物 的 授粉 过 程 需要 哪 种 动物 的 介 导 ,定位 动物 在 食物 网 

结构 中 扮演 的 生态 角色 ;研究 气候 变化 对 动物 食性 偏好 和 转变 的 影响 ,预测 动物 喜 食 食 物 受 气候 变化 的 影 

响 , 模 拟 动 物 如 何 通 过 转变 食性 以 适应 全 球 变 暧 “ ;高通 量 测序 技术 与 其 他 技术 手段 联合 ,将 为 食性 分 析 的 
> 用 开启 更 广阔 的 空间 。 高 通 量 测序 在 确定 食物 种 类 和 差异 上 独 具 优 热 , 而 稳定 同位 素 能 够 分 析 食 物 的 来 源 

能 量 流动 ,两 种 方法 相辅相成 ,对 复杂 食物 网 的 研究 具有 重要 应 用 前 景 “ 。 随 着 高 通 量 测序 技术 在 定量 分 
ait ti gin 于 联合 营养 几何 学 深入 探讨 动物 的 营养 需求 和 砚 食 策略 。 
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